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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。） 

 自家不和合性は、植物が自殖弱勢を防ぎ、種内の遺伝的多様性を維持するための優れた機構であ

る。いわゆる免疫系を持たない植物が、如何にして自己と非自己の花粉を識別しているのか、我々

の研究の目的は、その長年の謎の解明にある。 

 古典的な遺伝学的解析は、この自他識別反応の多くが、１遺伝子座（S遺伝子座と呼ぶ）支配の

現象であることを明らかにした。申請者らは、アブラナ科植物およびナス科・バラ科植物を材料に

S遺伝子座の解析を進め、いずれも多型性の２因子（雌ずい因子と花粉因子）をコードしているこ

とを世界に先駆けて明らかにしてきた。すなわち、アブラナ科植物では雌ずい因子は受容体型キナ

ーゼ SRK であり、花粉因子はそのリガンド SP11 であった。ナス科・バラ科植物では、雌ずい因子

は RNA 分解酵素 S-RNase であることが知られてきたが、花粉因子は F-box 蛋白質 SLF であった。 

 雌ずい因子と花粉因子の同定が完了し、自家不和合性研究はこれら因子の相互作用から花粉の発

芽・伸長抑制の機構解明を主課題とする第２ステージを迎えている。本研究では、アブラナ科植物

においては、花粉リガンド SP11 による受容体キナーゼ SRK の活性化に始まり自己花粉の発芽・伸

長阻害に至るまでの乳頭細胞内の情報伝達経路の解明が中心となる。特に、この情報伝達経路上の

鍵因子として最近発見した膜結合型キナーゼ MLPK の機能解明は重要課題である。ナス科・バラ科

植物においては、花粉側因子の有力候補として発見したF-box蛋白質SLFの機能解明が焦点となる。

これまでに見出してきた上記因子を手がかりに徐々に経路を拡大し、最終的に得られた知見を統合

することで自家不和合性の分子的基盤を確立することを目指している。 

 
 
 
 
 
 

⑦これまでの研究経過 
１．本研究は、学術創成研究費の趣旨の３つの観点のうち、どの観点に主眼を置いて研究を行っているかについてお書きください。 
２．研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、研究組織内の連携状況を含め、具体的に記入してください。 
 

１．本研究の学術創成上の観点：創造的・革新的・学際的学問領域を創成する研究 

 本研究は、自家不和合性における自他識別機構の解明を目指すものであるが、同時に、植物にお

ける細胞外情報の受容と情報伝達システムという新研究領域を切り拓くと考えられる。また、類似

の自他識別機構の存在が、菌類や動物でも見出されつつあり、生物に共通する新たな一般的概念を

確立することが期待される。 

 

２．本研究の進捗状況 

 本研究は、アブラナ科植物およびナス科・バラ科植物を対象に自家不和合性の分子的理解を目指

すものであり、生物有機化学、生物化学、植物生理学、細胞生物学、植物分子生物学、植物遺伝学

など専門を異にする研究者が、それぞれの得意な手法を駆使して、協力して、遺伝子レベル、蛋白

質レベル、細胞レベル、個体レベルでその機構解明に努めてきた。また、本研究では、研究代表者

および分担者以外に、研究協力者や、本研究費で雇用したポスドク研究者が研究に加わって、研究

を行ってきた。その結果、この２年間で以下に述べる様な重要な知見を得ている。特に、アブラナ

については、自家不和合性の自他識別機構のモデル図をかなり拡張することができた。 

（１）アブラナ科植物の自家不和合性 

１）花粉リガンド SP11 による受容体キナーゼ SRK の活性化機構 

 植物は 600 種類以上もの受容体型キナーゼを持つが、リガンドによる活性化機構、すなわち分子

スイッチとしての変化が蛋白質レベルで解析された例は皆無である。我々は、SP11 蛋白質添加に

より SRK の自己リン酸化レベルが上昇することを示すと共に、biotin 標識した SP11 蛋白質を用い

ることで活性型の SRK を柱頭細胞膜上から単離することに成功した。さらに、植物培養細胞に SRK

遺伝子を導入することで、高親和性の SP11 受容体を再構成することに成功した（投稿中、植物生

理学会）。これらは、今後 SP11-SRK 間の特異的相互作用や SRK の活性化機構を解明する糸口となる

ことが期待される。 

２）乳頭細胞内における生理的変化の解析 

 他家および自家受粉時における乳頭細胞内の生理的変化を可視化するために、Ca2+センサーの

Yellow cameleon と（Plant Physiol., 2004）、蛍光標識アクチン結合蛋白質を発現させた植物体 
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⑦これまでの研究経過 つづき 

 

を作製し(農芸化学会)、受粉時の変化を on time に解析した。さらに、他家および自家受粉後の乳

頭細胞内の細胞内構造の変化を電子顕微鏡レベルで比較解析した。これらの解析の結果、花粉表層

には、乳頭細胞の細胞質 Ca2+濃度上昇に引き続きアクチン骨格の再編成や花粉への水の供給を誘導

する未知の「和合シグナル分子」が存在すること、SRK の下流の不和合性シグナルはその和合シグ

ナルを何らかの形で阻害していること、が強く示唆されてきた。 

３）膜アンカー型細胞質キナーゼ MLPK の機能解析 

 MLPK には、転写開始点の異なる２つのアイソフォームが存在すること、柱頭では両方発現して

いることが示された。Ｎ末端のアミノ酸配列が異なるが、一方はミリストイル基を介して、他方は

疎水性アミノ酸領域を介して、いずれも細胞膜上に局在することが示された。また、ミリストイル

化領域を改変して細胞膜局在性を欠失させた MLPKは、自家和合性 mlpk変異株の表現型を相補せず、

自家不和合性の情報伝達に、MLPK の細胞膜局在性が必須であることが示唆された（植物生理学会）。 

４）MLPK の標的分子の探索 

 酵母 Two-hybrid 法により、MLPK と相互作用する柱頭蛋白質を探索し、複数の候補因子を同定し

た。その内の４因子については、発現蛋白質を用いて in vitroにおける結合能および発現 MLPK に

よる被リン酸化能が確認され、MLPK の有力な標的分子候補であることが示唆された（未発表）。 

５）和合受粉時に発現変動する柱頭遺伝子の網羅的解析 

 アブラナ科植物の柱頭 EST カタログ化と cDNA マイクロアレイの作製を進めた。これを用いての

解析に先立ち、市販のシロイヌナズナのマイクロアレイを用いて解析を進めた結果、Ca2+シグナリ

ングに関わる遺伝子を始め、受粉後速やかに変動する遺伝子が多数見出された。これらの多くは、

花粉の表層物質を柱頭に処理することでも誘導されることから、花粉表層中に和合受粉反応を誘起

する物質「和合シグナル分子」が含まれることが、この系でも、示唆された（未発表）。 

６）S複対立遺伝子間の優劣性発現の機構解明 

 花粉側で優劣性の関係を示す２つの S複対立遺伝子を持つヘテロ体において、劣性側の SP11遺

伝子の発現が抑制される原因を解明するために、SP11 遺伝子周辺の DNA メチル化レベルを解析し

た。その結果、劣性側の SP11遺伝子のプロモーター領域が、SP11の発現開始に先立ち、葯タペー

ト組織で特異的にメチル化されることを発見した（Nature Genet., 2006）。この発見は、植物にお

いて組織および時期特異的な de novoメチル化が見出された最初の例であるのみならず、優劣性と

いう古典的な遺伝学の現象にエピジェネティックな遺伝子発現制御が関与していることを示した

始めての例である。 

７）自家不和合性反応と病原抵抗性反応との対比 

 不和合受粉時および非親和性菌接種時には、共通して Ca2+変動と活性酸素発生が認められる。菌

接種時の活性酸素の発生には、Ca2+結合領域を持つ OsrbohA と OsrbohE が協調的に関与することを

見出した（Plant Biotech., 2005）。 

（２）ナス科・バラ科植物の自家不和合性 

１）バラ科植物の雌ずい因子 S-RNase と花粉因子 SLF の相互作用解析 

 バラ科植物 Prunus mumeにおいて同定された S-RNase と SLF 間の相互作用を酵母 Two-hybrid 法

を用いて解析したが、S複対立遺伝子の異同に関わらず、ゴマノハグサ科で報告された様な結合活

性は検出されなかった。リン酸化や植物特有の糖鎖などの修飾が、両者間の結合に必須である可能

性が示唆された（未発表）。 

２）ナス科植物の花粉因子 SLF の同定 

 ナス科植物 Petunia inflataの花粉因子と報告されている SLF2の配列を基に P. hybridaの 4 つ

の S 複対立遺伝子より SLF2 と 93-96%の相同性を示す SLFs をクローニングすることに成功した。

いずれも S遺伝子座に連鎖し花粉で発現していることが確認されたが、S-RNase RNase 間の相同性

42-69%と比較して多型性はかなり低いものであった。また、クローニングした 2 つの SLFsを導入

した P. hybrida の形質転換体を作出したが、花粉因子としての機能を支持する形質転換体は今の

ところ得られていない（未発表）。 
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⑧特記事項 

これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術的なインパ

クト等特記すべき事項があれば記入するとともに、推薦者の期待がどの程度達成されつつあるかについて記入してください。 

 本研究発足時、推薦者は、本研究が単に自家不和合性の分子基盤の理解にとどまらず、植物にお

ける細胞外情報の識別機構とその情報伝達システム研究の研究領域へ貢献すること、また動物や微

生物の自他識別機構との対比という比較生物学へ貢献することを期待していた。こうした観点をふ

まえて、以下、研究者らの成果の自己評価をすることとする。 

 自家不和合性研究は、Ｓ遺伝子座にある雌ずい因子と花粉因子の同定を主要課題とする第１ステ

ージから、本研究での、それらの相互作用から花粉の発芽・伸長抑制に至るまでの機構解明を主要

な課題とする第２のステージに入ったといえる。本研究グループは両因子の第１ステージ以来の研

究のアクティビティーを維持し、研究を継続していると自負している。本課題の申請時ヒアリング

直前にも、アブラナ科植物の自家和合性変異株の原因遺伝子の解明に関する報告(Science, 2004)

を行ったが、申請時のヒアリングでは、アブラナの自家不和合性については、（１）SP11 の SRK に

よる受容の特異性機構、（２）SP11 受容後の乳頭細胞内のシグナルネットワークの解明、（３）花

粉因子 SP11 の優劣性決定機構の解明、を主要な課題とした。それらの課題について、それぞれ、

本報告に記載したように、多くの成果を上げている。これらの成果は、自家不和合性を文字通り分

子レベルで理解したいという立脚点にたった、遺伝子レベルでの研究、蛋白質レベルでの研究、さ

らには、光学顕微鏡や電子顕微鏡を用いた細胞レベル、あるいは、変異体という個体レベルでの研

究を総合化することによって得られたものであることが、本研究の特徴である。それによって、自

他識別機能とその情報伝達ネットワークのモデル図を精密化し、乳頭細胞の生殖に関わる細胞とし

ての特殊性を理解することができるようになってきた。 

 植物におけるレセプターキナーゼ研究は、そのリガンドが明らかのものは極めて少なく、我が国

において優れた研究が展開されているが、その中でも、そのシグナルネットワーク研究として、本

研究は、先頭を切っているものである。また、本研究で、和合シグナル分子の存在とそれが花粉表

層にあることを示し得たことは、今後、自家不和合性研究ばかりでなく、種間不和合の問題や、生

殖隔離の問題に新たな視点を与え、植物の生殖生物学に貢献するところが大きい。さらに、花粉因

子の優劣性決定機構の解明において、植物では世界で初めて、de novoのＤＮＡメチル化が、遺伝

子の発現調節に関わっていることを実証することができた。メンデルの優劣性の法則の多くは、劣

性側遺伝子の欠陥として説明されているが、その中で、本研究で示した mRNA の発現調節レベルで

の優劣性決定機構は極めてユニークなものであり、優劣性の理解に新たな視点をもたらした。こう

した機構が、他の生物現象にもあるかどうか、極めて興味深く、比較生物学の観点からも重要な発

見であると考えている。これらのように生物学に広く影響を持つと思われる本研究の成果は、この

現象が極めて限定された細胞間で起きている現象であることから得られたもので、この材料が、生

物学にとって、きわめて優れた研究材料であることを示している。 

 一方、ナス科・バラ科の自家不和合性の機構解明研究はやや遅れているが、現在、この分野では、

自他識別機構として多様なモデルが提出される中、どのモデルもコンセンサスが得られていない。

今回、形質転換可能な植物において真の花粉因子候補が得られたことは、ナス科・バラ科の自家不

和合性研究の進展に大きく貢献できるものと考えている。また、アブラナ科型、および、ナス科・

バラ科型の２つの典型的な自家不和合性を研究することで、植物の生殖戦略の多様性を示すことが

できると考えている。 

 以上、総合して、本研究のこれまでの成果は、推薦者の期待に良く応えているものと考えている。

また、１８年度以降の研究の方向も明確であり、本研究を継続することで、自家不和合性現象の解

明のみならず、広く生物学に貢献できる多くの成果を得ることができものと考えている。 
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⑨研究成果の発表状況 
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